犬および猫のがん幹細胞標的療法に関する基礎的研究 by 道下 正貴
23
背　　　景
近年，iPS 細胞，ES 細胞，組織幹細胞の研究が進展す
る中で，白血病や乳癌などの固形がんにおいても“がん”
の根源となる“がん幹細胞”の存在が報告され，正常の幹
細胞システムに類似した分化階層システムを構築すること
（がん幹細胞理論）が提唱されている。がん幹細胞は，自
己複製能，多分化能，免疫不全マウスにおける高い腫瘍形
成能を示す細胞集団と定義され，がん発症だけでなく，が
ん進展，再発，転移に重要な役割を果たしている1,2）。さら
に，がん幹細胞は，化学療法や放射線療法に抵抗性を示す
ため，がん根絶に向けて，がん幹細胞を標的とした治療戦
略は必要不可欠と考えられている。ヒトでは，1997 年に
急性骨髄性白血病において幹細胞様の性質を示す細胞集団
の存在が報告され3），2003 年以降，乳癌，グリオーマなど
の固形癌においても数多く同定されてきた4-6）。それらのが
ん幹細胞集団は，1）sphere（浮遊細胞塊）assay，2）が
ん幹細胞表面マーカー（CD44，CD24，CD133）解析，3）
幹細胞の特性である色素排出能を利用した side population
（SP）解析，4）アルデヒド脱水素酵素（ALDH）活性を
用いた aldefluor assay を用いて効率よく濃縮でき7），これ
らのがん幹細胞の特性を理解することは，がん発症機構の
解明だけでなく，バイオマーカーの探索，がん幹細胞を標
的とした新たな治療法の開発につながるため，国際的にが
ん幹細胞研究は脚光を浴びている。
獣 医 学 分 野 に お け る が ん 幹 細 胞 研 究 は，2008 年 に
Wilson らが犬の骨肉腫においてがん幹細胞を初報告し8），
その後，乳癌などから数多く同定されている9-12）。しかし，
犬の乳癌，リンパ腫など高頻度に発生する腫瘍では，がん
細胞を標的とした抗がん剤および分子標的薬の感受性試験
が中心であり，現在までにがん幹細胞を標的とした感受性
試験に関する詳細な知見は報告されていない。本研究は，
極めて病態進行が早く，効果的な治療法がない犬および猫
の難治性がんである乳癌，肝細胞癌，横紋筋肉腫などを対
象とし，それらの難治性がんの根絶に向けて，がん幹細胞
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の同定・特性解析およびそれらを標的とした分子標的薬を
探索・同定し，獣医医療におけるがん幹細胞標的療法の基
盤を形成することである。
がん幹細胞の同定
1）犬の乳癌幹細胞の同定11,12）
犬の乳腺腫瘍は，発生頻度の高い腫瘍であり，ヒト同様
に臨床上重要な腫瘍である。犬の乳腺腫瘍に対して早期に
おける外科切除は最も有効な治療法であるが，炎症性乳癌
などの外科切除適応外の症例に対して確立した治療法はな
い。それゆえ，乳癌幹細胞を標的した新規治療法の開発が
必要不可欠である。また，犬の乳腺腫瘍は乳腺上皮細胞の
腫瘍性増殖に加え，筋上皮細胞の腫瘍性増殖および骨・軟
骨形成を示し，それらの骨・軟骨の腫瘍化を高頻度に伴う
特有の腫瘍である。しかしながら，乳腺腫瘍における筋上
皮細胞増殖および骨・軟骨形成機構は未だ解明されていな
い。それゆえ，乳癌幹細胞を標的とした新規治療法の開発，
犬特有の乳腺腫瘍の発症機構の解明に向けて，癌幹細胞を
基盤とした研究を行った。
本研究では，sphere assay，CD44 および CD24 による
表面抗原解析，SP 解析および aldefluor assay を用いて犬
乳癌細胞株および外科切除乳腺腫瘍組織から乳癌幹細胞集
団を分取し，幹細胞関連遺伝子の発現，免疫不全マウスへ
の皮下移植による腫瘍形成能，抗がん剤感受性試験を行っ
た。
犬乳癌細胞株（CHMp，CHMm，CTBp，CNMp など） 
は CD44+CD24－細胞集団を高い割合で含有しており，癌
幹細胞に特有の増殖形態である sphere の形成を認め
た。CHMp 由来の sphere 形成細胞は接着細胞に比べて，
CD44+CD24－細胞を濃縮し，幹細胞関連遺伝子の高発現お
よび免疫不全マウスへの皮下移植において，高い腫瘍形
成能を示した。Aldefluor 解析では，検索したすべての細
胞株で ALDH+ 細胞が認められ，その多くは CD44+CD24－ 
細胞を含有し，sphere 形成能を示した。CHMp 由来の
ALDH+ 細胞は免疫不全マウスの皮下移植で高い腫瘍形成
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能を示した。さらに CHMm 由来の SP 細胞は非 SP 細胞
に比べて高い腫瘍形成能を示した。また外科切除乳腺腫瘍
の sphere 解析では，すべての症例で sphere の形成が認め
られた。
2）犬の肝癌幹細胞の同定13）
ヒトの肝癌の発生要因の多くは，B および C 型肝炎ウイ
ルスに伴う肝炎，肝硬変に起因しているが，犬の肝細胞癌
の発生機序は未だ不明な点が多い。犬の肝細胞癌の発生頻
度はまれであるが，早期の外科切除以外に効果的な治療法
がない。それゆえ，犬の肝癌幹細胞の存在を明らかにし，
肝癌発症機構の解明および肝癌幹細胞の標的治療法の開発
を目指し，研究を遂行した。
本研究では，犬の肝細胞癌株を用いて，幹細胞マーカー
CD90，CD44，CD133，CD13 の表面抗原解析を行った。
次に CD90 と CD44 マーカーに着目し CD90+CD44+ 細胞集
団を分取し，sphere assay による自己複製能および超免
疫不全 NOG マウスへの皮下移植による腫瘍形成能を解析
した。犬肝細胞癌株は CD44 および CD29 高発現，CD90
中等度発現，CD13，CD133 低発現を示した。さらに分取
した CD90+CD44+ 細胞集団は CD90－ CD44+ 細胞集団より
も高い自己複製能および腫瘍形成能を示した。CD13+ 細
胞は CD90+ および CD90－細胞中に同等に含まれていた。
これらの結果から，犬の肝癌細胞においてもヒトと同様に
癌幹細胞が存在することが明らかとなり，CD90 は犬の肝
癌幹細胞を濃縮する有用なマーカーであることが示唆され
た。
3）犬の肉腫幹細胞の同定
横紋筋肉腫は筋芽細胞あるいは未熟な関葉系細胞から生
じる悪性腫瘍である。犬の横紋筋肉腫は舌，喉頭，心臓，
膀胱等の骨格筋で発生し，頭頚部原発は予後が悪い。近年，
ヒト横紋筋肉腫の根源となるがん幹細胞（肉腫幹細胞）の
存在が報告され，発症機構の解明に向けて詳細な解析が行
われているが，犬の横紋筋肉腫幹細胞の報告はなく，その
発症機構は未だ明らかとなっていない。本研究の目的は，
犬の横紋筋肉腫における肉腫幹細胞の存在を明らかにする
ことである。
Sphere assay を 用 い て 犬 横 紋 筋 肉 腫 株（CMSC14），
CMSJ）の sphere 形成能を評価し，成長因子（GF）添加
（GF+）および GF 未添加（GF－）培養下で形成された
sphere を免疫不全マウスへ皮下移植し，腫瘍形成能を解
析した。CMSC 株は成長因子の有無に関わらず sphere の
形成が認められたが，CMSJ 株は GF+ 培地でのみ sphere
の形成がみられた。異種移植実験では GF+ 由来の sphere
形成細胞は GF－由来の sphere 形成細胞および親細胞株
に比べて少ない細胞数で腫瘍を形成し，腫瘍容積の増大が
認められた。腫瘍組織内には GF+ 培養下で sphere 形成
能を有する細胞を少数含有していた。形成された腫瘍はい
ずれも同様の組織像を呈し，核分裂指数は GF+ 由来腫瘍
で有意に高かった。以上の結果より，犬横紋筋肉腫株は
sphere 形成能を有する細胞を含有し，CMSC 株の GF+ 由
来の sphere 形成細胞は高い腫瘍形成能を示し，腫瘍組織
内に少数の sphere 形成能を有する細胞と有さない細胞が
混在していたことより，犬横紋筋肉腫株の肉腫幹細胞が存
在することが示唆された。
4）猫乳癌幹細胞の同定15）
猫の乳癌は，極めて病態進行が早く，肺転移や再発する
ため予後が悪い。また，抗がん剤や放射線療法に抵抗性を
示すため，早期の外科切除を除き，効果的な治療法がない。
それゆえ，犬の乳癌と同様に，乳癌幹細胞を標的とした治
療法の開発が必要不可欠である。猫乳癌におけるヒト乳癌
幹細胞マーカーの有用性は評価されていないため，本研究
では，フローサイトメトリー技術を用いて猫乳癌細胞株に
おける癌幹細胞の同定を試みた。
猫乳癌細胞 8 株を用いて細胞表面マーカー（CD44，
CD24）および aldefluor assay により CD44+CD24－細胞お
よび ALDHhigh 細胞集団を同定した。さらに FKNp 株に着
目し，ALDHhigh 細胞の表面抗原解析，セルソーターを用
いて FKNp 株由来の ALDHhigh および ALDHlow 細胞集団
を分取し，NOG マウスへの皮下移植による腫瘍形成能を
評価し，形成された腫瘍は aldefluor assay および病理組
織学的に解析した。すべての乳癌細胞株中に CD44+CD24－ 
細胞および ALDHhigh 細胞集団が様々な割合で認められ
た。NOG マウスへの皮下移植では FKNp 株由来 ALDHhigh
細胞は，ALDHlow 細胞に比べて高い腫瘍形成能を有する
ことが示された。ALDHhigh 細胞由来の腫瘍組織中には
ALDHhigh 細胞が少数検出された。
すべての猫乳癌細胞株に乳癌幹細胞集団が存在し，
FKNp 株由来の ALDHhigh 細胞は高い腫瘍形成能を有し，
形成された腫瘍組織中にも ALDHhigh と ALDHlow 細胞が存
在することが明らかとなった。猫乳癌においてもフローサ
イトメトリー技術は乳癌幹細胞の分離・同定に有用である
ことが示唆された。
がん幹細胞を標的とした分子標的薬の探索
犬の乳癌幹細胞の自己複製能を抑制する阻害剤を同定す
るために，化合物ライブラリー（333 種，文部科学省）を
用いて，最終濃度 10nM，100nM，1μM，10μM 添加時
における CTBp および CNMp の sphere 形成を抑制する
化合物をスクリーニングし，低濃度で sphere 形成を阻害
する化合物 22 種（PI3K/Akt/mTOR 経路セリン・スレオ
ニンキナーゼ阻害剤，受容体型チロシンキナーゼ阻害剤，
HDAC 阻害剤，プロテアソーム阻害剤，Hsp90 阻害剤など）
を同定した。現在，抽出した阻害剤の抗腫瘍効果を評価す
るために，がん移植モデルマウスを用いて in vivo スクリー
ニングを行っている。
その他に，がん幹細胞を標的とした治療法ではないが，
犬の血管周皮腫および猫の乳癌を対象に VEGF を標的と
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した分子標的治療薬 bevacizumab の有用性を評価してい
る。それらのがん移植モデルマウスへの bevacizumab 投
与は，新生血管の減少を介した腫瘍容積の減少を示し，抗
腫瘍効果が明らかになっており，獣医医療への応用が期待
できる16）。
今後の展開
本研究は，がん幹細胞を標的とした分子標的薬の抗腫瘍
効果を細胞レベル（培養細胞）から個体レベル（がん移植
モデルマウス）まで評価し，得られる成果を獣医医療へ応
用することである。乳癌，肝細胞癌，横紋筋肉腫以外にも，
骨肉腫，メラノーマ，肥満細胞腫，血管周皮腫など数多く
の難治性がんがあり，未だ効果的な治療法は少ない。今後
は，現在進行中の研究を継続するとともに，難治性がんの
がん幹細胞の同定および特性解析を行い，獣医医療におけ
るがん幹細胞標的治療法の開発に貢献したい。
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